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摘要 : 微粒 体 应 激 70 蛋白 三 磷酸 腺 车 酶 (STCH) 基因 属于 应 激 70 蛋白 基因 伴侣 家 族 ， 在 机 体 免疫 反应 
和 疾病 抵抗 力 等 方面 起 重要 作用 。 根 据 人 和 小 鼠 STCH 基因 的 保守 序列 设计 引物 ，PCR 扩 增 到 猪 STCH 基因 第 
5 外 显 子 445 bp 片段 。 序 列 测定 显示 ， 猪 STCH 基因 与 人 和 小 鼠 STCH 基因 分 别 具 有 87.13% 和 80.45% 的 同 源 
性 。 通 过 测定 和 比较 中 国 梅山 猪 、 欧 洲 约克 夏 猪 及 PIC 商品 猪 的 STCH 基因 序列 ， 发 现在 猪 STCH 基因 编码 区 
第 5 外 显 子 1 050 位 点 上 存在 一 个 单 碱 基 突 变 位 点 。 利 用 双向 特定 等 位 基因 PCR 扩 增 法 (Bi-PASA) 建立 了 检测 
猪 STCH 基因 变异 的 遗传 标记 ， 并 用 该 标记 分 析 了 STCH 基因 在 中 国家 猪 (梅山 猪 、 荣 昌 猪 和 人 金华 猪 )、 欧 洲 家 
猪 (约克 夏 猪 、 大 白猪 )、 商 品 猪 (PIC 合成 系 ) 以 及 欧洲 野猪 的 基因 频率 和 多 态 性 。 本 研究 建立 的 Bi-PASA 遗 : 
传 标记 和 基因 变异 信息 ， 将 为 进一步 分 析 猪 STCH 基因 变异 与 经 济 性 状 的 相关 分 析 提 供 基 础 资料 。 
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Abstract: Microsomal stress 70 protein ATPase core (STCH ) js a member of the stress 70 protein chaperone family : 
and plays a major role in the immune response and disease resistance of host Based on the conserved regions of STCH 
gene sequences from human and mouse, a pair of primers was designed for PCR amplification of porcine STCH gene. A 
fragment of 445 base pairs product in the exon 5 of pig STCH gene was successfully amplified with the primers. The 
porcine STCH sequence determined from this fragment showed 87.13% and 80.45% nucleotide identity to the corre- ! 
sponding human and mouse STCH sequences, respectively. A single nucleotide polymorphism (SNP) was found at the | 
position 1 050 of coding sequence in the exon 5 of porcine STCH gene according to the sequencing and alignment of STCH 
genes from Meishan pigs, Yorkshire pigs and PIC commercial pigs. As no cutting sites of all known restriction enzymes : 
could be found for the SNP, Bi-directional PCR amplification of specific alleles (Bi-PASA) was employed to detect the ! 
mutation. According to the porcine STCH Bi-PASA marker, the gene allele frequencies and gene polymorphisms were an- : 
alyzed in the Chinese pig populations (Meishan pigs, Rongchang pigs, Jinhua pigs) and European populations (York- : 
shire pigs, Large white pigs) as well as a commercial line (PIC pigs). The STCH Bi-PASA marker established in this 
study and polymorphic information obtained from population analysis may be helpful for the further association study be- | 
tween the pig STCH gene mutations and economic traits in pigs. | 
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微粒 体 应 激 70 蛋白 三 磷酸 腺 苷 酶 (microsomal 
stress 70 protein ATPase，STCH) 基因 是 应 激 70 蛋 
白 基 因 伴侣 家 族 (stress 70 protein chaperone family ) 
的 一 员 ， 在 机 体 免 疫 反 应 和 疾病 抵抗 力 等 方面 起 重 
要 作用 (Otterson et al，1994)。 人 STCH 基因 包含 
5 个 外 显 子 和 4 个 内 含 子 ， 基 因 编 码 区 由 1 416 个 
核 苷 酸 组 成 (Otterson & Kaye，1997)。STCH 蛋白 
分 子 量 为 60 kD, 含有 471 个 氨基 酸 残 基 ，ATP 酶 
位 于 蛋白 的 羧基 部 分 (Otterson & Kaye, 1997; Ot- 
terson et al，1994) 。 利 用 体 细 胞 杂交 和 细胞 原 位 杂 
交 ，Brodsky 等 人 将 STCH 基因 定位 到 人 21 号 染色 
体 长 臂 ql1.1 区 域内 (Brodsky et al，1995)。 在 我 
们 前 期 的 研究 中 ， 利 用 物理 和 连锁 基因 定位 方法 已 
将 猪 STCH 基因 定位 到 猪 13 号 染色 体 q46 一 49 位 
点 上 (Shi et al，2002)。 同 时 ， 猪 与 人 比较 基因 组 
研究 显示 ， 人 21q11.1 区 域 与 猪 13q46 一 49 区 域 具 
有 高 度 的 同 源 性 (Archibald et al，1995)。 

单 核 苷 酸 变 异 (single nucleotide polymorphism ， 
SNP) 的 快速 检测 方法 是 开展 基因 变异 与 畜 禽 经 济 
性 状 相关 分 析 的 重要 基础 。 目 前 ， 检 测 SNP 最 常 
用 的 方法 是 PCR-RFLP， 即 PCR 扩 增 产物 的 限制 性 
片段 长 度 多 态 检测 方法 。 然 而 ， 由 于 变异 位 点 有 时 
没有 限制 性 内 切 酶 识别 或 可 识别 的 限制 性 内 切 酶 价 
格 过 于 昂贵 ， 致 使 PCR-RFLP 的 实际 应 用 具有 很 大 
的 局 限 性 。Liu et al (1997) 建立 了 双向 等 位 基因 
PCR 扩 增 (bidirectional PCR amplification of specific 
alleles，Bi-PASA) 方法 ， 其 基本 原理 是 在 原 PCR 
的 基础 上 ， 在 所 检测 的 变异 位 点 处 再 设计 包含 变异 


碱 基 的 正 反 向 两 个 引物 ， 这 样 ， 在 PCR 反应 中 ， 
正 向 引物 扩 增 一 个 等 位 基因 ， 反 向 引物 扩 增 另 一 个 
等 位 基因 。Bi-PASA 既 不 需要 限制 性 内 切 酶 识别 位 
点 ， 又 免 去 了 限制 性 内 切 酶 的 酶 切 检 测 过 程 ， 只 需 
一 次 PCR 反应 即 可 检测 出 变异 位 点 的 两 个 等 位 基 
因 ， 是 一 个 快速 、 方 便 和 费用 低 的 SNP 检测 方法 。 

本 研究 在 猪 STCH 基因 序列 分 析 检 测 到 基因 变 
异 的 基础 上 ， 利 用 Bi-PASA 方法 建立 了 检测 猪 
STCH 基因 变异 的 遗传 标记 ; 进而 利用 猪 STCH Bi- 
PASA 标记 ， 研 究 了 STCH 基因 在 中 国家 猪 、 欧 洲 
家 猪 、 国 外 商品 猪 和 欧洲 野猪 的 多 态 性 ， 为 进一步 
分 析 猪 STCH 基因 变异 与 猪 经 济 性 状 的 相关 分 析 奠 
定 了 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 样品 来 源 

中 国 梅山 猪 、 欧 洲 大 白猪 及 欧洲 野猪 的 DNA 
样品 来 源 于 国际 猪 基 因 定 位 参考 家 系 (PiCMaP ) 
(Archibald et al，1995) ， 中 国 金 华 猪 、 荣 昌 猪 的 血 
液 或 组 织 样品 采集 于 当地 纯 种 猪 个 体 ， 欧 洲 约克 夏 
猪 、 长 白猪 和 PIC (Pig Improvement Company) 商 
品 猪 的 DNA 样品 由 美国 爱 荷 华 州 立 大 学 (Iowa 
State University) 动物 科学 系 分 子 遗 传 实 验 室 赠 送 。 
本 研究 实验 猪 品 种 名 称 及 数量 见 表 1。 
1.2 DNA 的 提取 和 定量 

血液 或 组 织 DNA 的 提取 采用 标准 蛋白 酶 K 酚 / 
氯仿 DNA 提 取 方 法 (Sambrook et al,1989)。DNA 的 
定量 利用 核酸 /蛋白 定量 仪 (Phamasia ,USA) 定 量 。 


表 1 猪 STCH 基因 在 不 同 家 猪 群体 中 的 基因 型 和 等 位 基因 频率 
Tab. 1 Genotypes and allele frequencies of the porcine STCH gene in different populations 








二 用人 妥当 人 
Pig population Size of population 
AA AB BB A B 

梅山 猪 Meishan pig 12 0 1 11 0.04 0.96 
荣昌 猪 Rongchang pig 22 4 2 16 0.23 0.77 
金华 猪 Jinhua pig 24 0 0 24 0 1.00 
约克 夏 猪 Yorkshire pig 8 8 0 0 1.00 0 
大 白猪 Large white pig 15 9 5 1 0.77 0.23 
长 白猪 Landrace pig 8 8 0 0 1.00 0 
PIC 商品 猪 PIC commercial pig 25 25 0 0 1.00 0 
欧洲 野猪 European wild boar 2 2 0 0 1.00 0 
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定量 后 的 DNA 稀释 至 12.5 pg/mL 以 备 PCR 扩 增 
用 。 
1.3 STCH 引物 设计 与 PCR 扩 增 

在 美国 NCBI (National Center of Biology Infor- 
mation) 网 站 (www.ncbi.nlm.nih.gov) 下 载 到 人 
STCH 基因 序列 (GenBank 登录 号 : NM _ 006948) 
和 大 鼠 STCH 基因 序列 (GenBank 登录 号 : NM_ 
019271)， 用 DNA 分 析 软 件 DNAstar (5.0) 中 的 
MegAlign 程序 对 人 和 大 鼠 的 STCH 核 苷 酸 序列 进行 
排序 ， 找 出 基因 同 源 性 高 的 区 域 ， 在 基因 外 显 子 5 
(exon 5) 保守 区 域 设计 引物 。 上 游 引物 的 序列 
(STCH-F1) 为 : TGA GAC AAG CTG TGG AAA 
TGG, 下 游 引物 的 序列 (STCH-R1) 为 : ACT GCT 
AGG TCA GGG TCT AC。 

PCR 的 反应 体积 为 25 pL， 内 含 1 x PCR buffer， 
1.5 mmol/L MgCl，,，0.2 mmolL 每 种 dNTP，0.15 
pmol/L 上 游 和 下 游 引 物 ，25 xg 模板 DNA。PCR 的 
反应 条 件 为 : 预 变性 94 TC 3 min，40 个 循环 (94 
C45s，56 45s，72% 45 s)， 后 延伸 72% 5 
mino 
1.4 STCH 序列 测定 与 分 析 

利用 胶 回 收 试剂 盒 (QIAEXII gel extraction and 
purification kit，Qiagen，CA，USA) 进行 PCR 产物 
的 回收 和 纯化 ， 在 ABI377 全 自动 测序 仪 上 测定 纯 
化 后 的 PCR 产物 序列 。 

1.5 Bi-PASA 遗传 标记 与 基因 分 型 

序列 分 析 在 猪 的 外 显 子 5 上 揭示 了 一 个 单 碱 基 
变异 位 点 (SNP) ， 由 于 该 变异 位 点 没有 内 切 酶 可 识 
别 , 我 们 引入 了 双向 特定 等 位 基因 PCR 扩 增 方法 
(Bi-PASA) 来 检测 该 变异 (Liu et al，1997)。 在 该 
变异 位 点 处 又 设计 了 一 对 正 向 引物 和 反 向 引物 ， 称 
为 Bi-PASA-F1 和 Bi-PASA-R1。 为 了 保证 检测 变异 
的 灵敏 性 ， 正 向 引物 和 反 向 引物 3' 端 第 一 个 碱 基 即 
为 该 变异 的 碱 基 。 猪 STCH 基因 Bi-PASA 引物 的 序 
列 如 下 : 
Bi-PASA-F1，5'-ggggcgggcgTGGAGCTACCCTTTCT-3' 
Bi -PASA -R1:5'-ggggcgggcgCTCCATTTITTCTTTT - 
CGG-3; 
引物 中 小 写 碱 基 为 非 互补 富 含 G + C 序列 。 

猪 STCH 基因 Bi-PASA 的 扩 增 体系 与 上 面 PCR 
扩 增 体系 基本 一 致 ， 不 同 之 处 是 Bi-PASA 扩 增 含有 
4 条 引物 (STCH-F1，STCH-R1，Bi-PASA-F1 和 Bi- 
PASA-R1) ， 每 种 引物 的 浓度 为 0.10 pmoL。 优 化 


后 的 Bi-PASA 扩 增 条 件 为 92 TC 3 min， 之 后 是 35 
个 循环 (94% 30 s，65 30 s，72 TC 45 s)， 最 后 
延伸 72 C5 min。Bi-PASA 扩 增 片段 用 2.5% 琼 脂 
糖 凝 胶 分 离 ， 溴 化 乙 锭 染色 ,在 DNA 成 像 仪 上 观 
察 拍照 。 


2 结 果 


2.1 猪 STCH 基因 的 序列 分 析 

利用 人 与 小 鼠 STCH 基因 保守 序列 设计 的 引物 
(STCH-F1 和 STCH-R1) 扩 增 到 猪 的 一 个 445 bp 
DNA 片段 ， 对 这 一 片段 纯化 定量 后 进行 了 序列 测 
定 。 序 列 分 析 提 示 ， 猪 STCH 基因 序列 (GenBank 
登录 号 : AF513506) 与 人 STCH 基因 序列 具有 
87.13% 的 同 源 性 ， 与 小 鼠 STCH 基因 具有 80.45% 
的 同 源 性 。 为 了 检测 猪 STCH 基因 的 多 态 性 ， 我 们 
对 梅山 猪 、 大 白猪 、 约 克 夏 猪 和 PIC 商品 猪 进行 了 
序列 测定 和 分 析 ， 序 列 比较 后 仅 发 现 一 个 单 碱 基 变 
异 位 点 (SNP)。 该 变异 出 现在 STCH 基因 编码 区 第 
5 外 显 子 1050 位 点 ， 梅 山 猪 为 碱 基 T， 约 克 夏 猪 和 
PIC 商品 猪 为 碱 基 C， 而 大 白猪 为 杂 合子 (T/C)。 
2.2 猪 STCH 基因 的 Bi-PASA 遗传 标记 

由 于 该 变异 位 点 没有 限制 性 内 切 酶 可 识别 ， 我 
们 采用 了 双向 特定 等 位 基因 PCR 扩 增 方法 (Bi- 
PASA) 来 检测 该 变异 。 猪 STCH 基因 Bi-PASA 共 
扩 增 出 3 个 片段 ,一 个 是 445 bp 片段 ,为 引物 
STCH-F1 和 STCH-R1 扩 增 出 的 产物 ， 可 作为 PCR 
反应 的 阳性 对 照 ; 一 个 是 238 bp 片段 ， 为 引物 
STCH-F1 和 Bi-PASA-R1 扩 增 出 的 产物 ， 因 这 一 片 
段 反 映 的 是 变异 位 点 约克 夏 猪 的 碱 基 C， 又 称 为 约 
克 夏 猪 等 位 基因 或 等 位 基因 A; 另 一 个 是 215 bp 片 
段 , 为 引物 Bi-PASA-F1 和 STCH-R1 扩 增 出 的 产 
物 ， 这 一 片段 反映 的 是 变异 位 点 的 梅山 猪 碱 基 T， 
故 又 称 梅山 猪 等 位 基因 或 等 位 基因 B。 猪 STCH 基 
因 的 Bi-PASA 遗传 标记 的 电泳 图 见 图 1。 
2.3 STCH 基因 在 猪 群体 的 基因 多 态 性 与 等 位 基 

因 频 率 

利用 猪 STCH 的 Bi-PASA 检测 标记 ， 我 们 对 中 
国 的 梅山 猪 、 金 华 猪 、 荣 昌 猪 ， 欧 洲 的 大 白猪 、 约 
克 夏 猪 、 长 白猪 以 及 PIC 商品 猪 和 欧洲 野猪 进行 了 
多 态 性 检测 。 在 约克 夏 猪 、 长 白猪 、PIC 商品 猪 和 
欧洲 野猪 中 都 没有 检测 到 变异 ， 显 示 为 约克 夏 猪 的 
等 位 基因 或 等 位 基因 A 型 ,在 中 国 的 金华 猪 也 没有 检 
测 到 变异 ,显示 为 梅山 猪 等 位 基因 或 等 位 基因 B 型 。 
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4 (bp) 在 欧洲 的 大 白猪 和 中 国 的 梅山 猪 及 荣昌 猪 中 检测 到 

不 同 程度 的 变异 ,在 12 头 梅 山 猪 中 检测 到 一 个 杂 

合子 ， 而 在 大 白猪 和 荣昌 猪 中 则 存在 较 高 的 基因 变 

异 。 各 种 受 试 猪 的 基因 型 和 等 位 基因 频率 见 表 1。 

3 讨论 

3.1 STCH 基因 的 同 源 性 

本 研究 克隆 到 的 猪 5TCH 基因 第 5 外 显 子 445 

bp 片段 与 人 STCH 基因 的 核 背 酸 同 源 性 为 

38 87.13%, 与 小 鼠 STCH 基因 的 核 背 酸 同 源 性 为 

> 80.45%。 为 了 评价 猪 STCH 基因 与 人 及 小 忌 STCH 
基因 的 同 源 性 程度 我们 从 GenBank 分 别 下 载 了 
猪 、 人 和 小 鼠 的 growth hormone receptor ( GHR )、 


melanocortin 1 receptor {( MC1IR )、 tyrosinase 





(TYR ) 、estrogen receptor ( ESR ) 、follitropin beta 


subunit ( FSH-b )、 growth differentiation factor 8 
图 1 猪 STCH 基因 双向 特定 等 位 基因 PCR 扩 增 法 


(Bi-PASA) 遗传 标记 (GDF > ) obese protein (Ob) | Wny specific 

Fig.1 The genetic marker of bi-directional PCR amplifi- transcription factor 1 (PIT1) 共 8 个 基因 的 cDNA 编 
cation of specific alleles (Bi-PASA) for pig STCH 码 区 序列 ， 并 比较 了 猪 基 因 与 人 及 小 鼠 相 应 基因 的 

re 同 源 性 ， 结 果 见 表 2。 从 表 2 可 看 出 ，GDF8 基因 


泳 道 M; 1 jb 分 子 量 标记 ; 泳 道 1; 等 位 基因 B 纯 合 子 ， 泳 首 oe 
2: 等 位 基因 A 纯 合子 ; 泳 道 3 一 4: 等 位 基因 A 和 B 的 杂 合 在 猪 和 人 的 同 源 性 最 高 ， 达 到 95.0%， 而 FSH-b 


2 M: 1 kb ladder; line 1; Hi ‘gous allele B; Line 2; Ho- 基因 的 同 源 性 最 低 ， 为 人 除 2 基因 外 ， 
i allele A; J i i dlele A ad B. 表 中 8 个 功能 基因 在 猪 和 人 的 同 源 性 平均 为 89.6 弦 3 


表 2 猪 9 个 功能 基因 与 人 及 小 刀 相 应 基因 核 疹 酸 的 同 源 性 
Tab. 2 Homology of 9 functional genes among pig, human and mouse 

















基因 登录 号 Gene accession number 基因 同 源 性 Homology ( 品 ) 
ee 猪 Pie 人 Homan 涉 Moe 二 oe 3 a es 
GHR X54429 X06562 NM_010284 89.I 80.7 
NMHCLR AF326520 AFS14787 AB177609 87.9 81.7 
TYR AYO12027 BC027179 NM_O11661 87.8 84.3 
ESR Z37167 M12674 NM_007956 90.3 85.4 
FSH-b AF13415] NM-_ O00510 NM_008045 87.2 84,4 
GDF AF188638 NM_ D05259 NM _O010834 95.0 91.8 
Ob AFD26976 U43653 NM_008493 87.9 83.5 
Ry AFD16251 D10216 NM _ D08849 92.1 85.6 
STCH 4AFS513506 NM _006948 NM _ 019271 87.1 80.5 


所 比较 的 序列 均 为 基因 cDNA 的 编码 区 序列 。 同 源 性 比较 采用 NCBI 的 BLAST 中 的 Align two sequences 
方法 《http: /www.ncbi.nlm. nih.gorblast/bl2seq/bl2. html) , 

The seguenees compared in this study are all coding sequences from the cDNA. Homalogous comparisons of 

the sequences are based on the method of Align two sequences in BLAST of NCBI (http; //www.ncbi.nlm.nih. 
gov/ blast/bl2sedq/bl2. html}. 
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与 小 鼠 相 应 基因 的 同 源 性 平均 为 84.7%。 以 上 比较 
可 以 看 出 ， 猪 STCH 基因 与 人 及 小 鼠 的 STCH 基因 
的 同 源 性 低 于 比较 的 其 他 功能 基因 的 同 源 性 ， 这 可 
能 是 我 们 仅 分 析 了 猪 STCH 基因 编码 区 的 部 分 序列 
(外 显 子 5) 所 致 。 同 时 ， 从 表 2 还 可 以 看 出 ， 猪 基 
因 与 人 相应 基因 的 同 源 性 均 高 于 猪 基 因 与 鼠 相 应 基 
因 的 同 源 性 ， 提 示 在 利用 不 同 物种 基因 序列 信息 设 
计 引 物 时 ， 在 保守 区 域内 应 更 多 地 参考 人 的 基因 序 
列 。 
3.2 Bi-PASA 遗传 标记 的 优越 性 及 限制 性 因素 

双向 特定 等 位 基因 PCR 扩 增 技术 (Bi-PASA ) 
是 在 等 位 基因 PCR 扩 增 (PCR amplification of spe- 
cific alleles，PASA) 方法 的 基础 上 发 展 起 来 的 一 种 
检测 特定 位 点 变异 的 新 技术 。 与 PASA 相 比 (Som- 
mer et al，1992) ，Bi-PASA 技术 可 在 一 次 PCR 反应 
中 检测 到 两 个 等 位 基因 ， 同 时 由 于 在 特异 引物 中 引 
人 了 与 模板 DNA 非 互补 的 富 含 C + C 序列 ， 使 得 在 
PCR 反应 中 能 以 新 的 扩 增 片段 为 模板 扩 增 特定 的 等 
位 基因 ， 扩 增 等 位 基因 片段 的 效率 得 到 极 大 的 提 
高 。 但 是 ，Bi-PASA 在 应 用 中 也 受到 以 下 几 个 因素 
的 限制 : @ 待 检测 变异 位 点 的 上 游 和 下 游 核 苷 酸 序 
列 符合 引物 设计 原则 ， 如 C+ G 含量 在 40% ~ 60% 
时 ， 引 物 的 3' 端 没有 稳定 的 二 聚 体 和 发 卡 结构 等 ; 
@ 变 异 位 点 最 好 不 在 原 PCR 片段 的 两 端 或 中 间 ， 
因为 变异 位 点 太 靠近 某 一 段 而 使 扩 增 的 一 个 等 位 基 
因 片 段 太 小 〈 < 50 bp) 不 利于 琼脂 糖 电泳 检测 ， 而 
变异 位 点 太 靠 近 中 间 又 使 得 扩 增 的 两 个 等 位 基因 片 
段 大 小 太 接 近 也 不 利于 琼脂 糖 电 泳 分 离 ，@ 用 于 
Bi-PASA 检测 的 全 部 4 个 引物 间 的 Temperature of 
Melting (TM) 值 相 差 不 大 ， 这 样 可 避免 在 PCR 反 
应 中 因 退 火 温度 不 同 而 导致 扩 增 失败 。 在 我 们 进行 
猪 STCH 基因 的 Bi-PASA 遗传 标记 建立 过 程 中 ， 猪 
STCH 基因 的 变异 位 点 及 其 附近 序列 基本 满足 了 以 
上 3 个 条 件 ， 在 筛选 了 PCR 退火 温度 后 顺利 地 建立 
了 猪 的 STCH 基因 的 Bi-PASA 标记 。 运 用 这 一 标记 
我 们 对 不 同 猪 群体 进行 了 多 态 性 检测 ， 获 得 了 较 好 
的 效果 。 
3.3 猪 STCH 基因 在 群体 中 的 变异 

猪 STCH 基因 具有 两 个 等 位 基因 ， 分 别 对 应 于 
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